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一 种 新 的 荧光 孕 酮 探测 
鸡 输卵管 孕 酮 受 体 


ESK IFP REL FAR 


“中 国 科学院 上 海 生 理 研 究 所 ) 


我 们 用 化 学 合成 的 方法 ， 制 备 了 65 -AERAN - ROR. 6NHPF》>， 对 鸡 的 输 
PRG RMR CPR) 进行 了 观察 。 发 现 PR 存在 于 膝 虐 皮 细 胞 核 ， 在 平手 了 了 负 顷 胸 及 输卵管 近 港 更 腔 端 不 
存在 FR。 在 给 孵 管 租 邻 的 组 织 切 片上 导 孕 坪 或 6NHPF 的 中 间 体 化 合 葛 抑制 剂 ， 发 现 对 合成 的 荧光 孕 醒 都 能 
SRP MG, WTR HA, RK tea Ah Te ERE SPRY BA, 
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在 生殖 内 分 说 研究 中 ， 人 们 已 经 认识 到 对 孕 激素 受 体 (PR) 及 肉 激素 受 体 (ER) 
的 研究 具有 同等 的 重要 意义 。 此 外 ， 由 于 对 肿瘤 特别 是 对 乳腺 痛 的 研究 ， 亦 提示 性 激素 
受 体 的 水 平 对 乳癌 的 治疗 和 预防 有 很 大 价值 (Fronzo 等 ，1984) 。 我 们 曾 用 合成 的 获 光 
E-E (HAR, 1982) 对 早 芭 大 鼠 子 官 肉 二 醇 受 体 的 分 布 进行 了 研究 RRS, 
1984) ， 对 药物 Anordin 诱 发 幼 鼠 子宫 ER 进行 了 观察 (BLL, 1987) 。 并 应 用 痰 光 
验 二 醇 观 察 了 乳 痛 细 胞 激素 受 体 ( 疡 发 端 等 ，1987) 。 本 文 用 化 学 合成 方法 ， 将 异 硫 握 
酸 莹 光 素 标记 在 孕 醋 上 ， 不 仅 使 孕 醒 保护 了 完整 的 第 体 结构 ， 而 且 使 之 成 为 亲 水 性 的 获 
光 孕 酮 ， 并 用 其 对 鸡 的 输卵管 PR 进行 了 观察 ， 现 将 结果 报告 如 下 ， 


材料 与 方法 


一 、6S (o-MEAR) - 异 硫 氛 酸 荧光 素 - 孕 阴 (6NHPF) HER, 

BAR (I) 为 原料 , 用 N- 溴 代 琥 珀 栈 亚 肪 在 孕 贾 6 ti LETAR, 使 之 成 为 6 -省 
ZA ( 工 ) (Sondheimer 等 ，1953), 而 后 将 半 胱 氨 酸 与 6 -省 孕 硬 反应 , 得 到 孕 坪 -6 -S-L- 
REAR CE) (Chin 和 Warren，1972) ， 最 后 用 过 量 的 异 硫 氛 酸 获 光 素 (FITC) 与 化 
合 物 下 结合 ， 产 物 为 65- (a- 氨 基 丙 酸 ) -RRMBRIER-M CV), Me, GNHPF, 
整个 反应 过 程 分 子 式 表示 ， 


本 文 1888 生 12 月 5 日 站 到，!9B83 年 5 月 12 日 修 同 ， 
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二 、 动 物 和 组 织 的 制备 ， 

基本 按 (asc 等 (1984) AH. H-MRS RR, DARE F R L 
醉 ， 用 量 为 每 天 1 mg/ 只 ， 连 续 注 射 10 天 ， 然 后 停止 给 药 一 周 后 ， 再 连续 给 药 一 周 。 动 
物 处理 完 毕 后 即 断 头 取出 输 孵 管 ， 并 将 其 切 为 三 段 ， 用 异 皮 烷 、 二 氧化 碳 干 冰 将 组 织 固 
定 后 ， 在 Lipshow 1900 冷冻 切片 机 上 制 歌 15km 厚 度 的 连续 切片 。 部 分 动物 在 第 一 次 给 
FERREE 7 天 后 就 取材 ， 制 备 loum 厚度 的 连续 切片 。 相 邻 的 切片 组 织 分 置 于 洁 
， 净 的 盖 玻 片上 ， 以 便于 观察 6NHPF 与 PR 结合 的 特异 性 。 

三 、 与 孚 激素 的 竞争 及 孕 酮 受 体 的 观察 ， 

将 新 鲜 的 输卵管 冰冻 切片 减 压 抽 干 , 待 切片 恢复 至 室温 后 , 把 相 邻 切片 的 盖 玻 片 分 置 
于 同 块 载 玻 片上 。 作 为 观察 PR 的 标本 滴 加 10-* mol/L ER 6NHPF ， 另 一 份 作 为 与 
6 NHPF 竞 争 比 较 的 标本 则 滴 加 荧光 茸 酮 与 非 标记 孕 激素 的 混合 液 ， 浓 六 为 10-5 mol/L 
孕 酮 或 邓 酮 - 6 - SL - 半 胱 氛 酸 溶液 内 含 10-* mol/L 的 6NHPF。 所 有 试剂 均 以 生理 盐 
水 配制 。 标 本 放置 在 湿润 有 盖 的 器 一 内 于 4 °C 冰箱 解 育 4 小 时 ， 取 出 用 水 冲 净 切片 标本 
上 残留 的 试剂 ， 在 Olympus 欧 光 显微镜 下 观察 并 手 控 计时 进行 照相 ， 再 将 切片 进行 HE 
染色 ， 以 确定 PR 在 输卵管 内 的 分 布 及 受 点 在 细胞 上 的 位 置 。 


OR 


— BHEARH BLE: 

合成 的 -WAM (I), BEA 140°C—143°C, Wi6B-2Ri-S-L-a4 RAMBO ED), 
JE 201°C —205°C, 4p Bi] GSondheimr (1953) Æ Chin (1972) 报道 的 相符 。 图 1 Aa 
化 合 物 下 与 化 合 物 1、I Kiesclecl GF FH BHRA, 展开 剂 为 丙酮 : 甲醇 = 4:1， 
化 合 物 直 在 有 机 溶剂 的 溶解 度 已 与 化 合 物 1、I 有 了 显著 不 同 ， 并 且 为 水 溶性 。 图 1 B 
为 化 合 物 下 与 异 硫 握 酸 茨 光 素 反 应 产物 在 硅胶 H 上 的 尾 析 展开 ， 展 开 剂 为 甲醇 : 乙酸 乙 
BAS 环 已 烷 : 水 =3:2:1:0.5。 虽 然 FITC 与 化 合 物 下 很 容易 结合 ， 但 为 了 确保 化 合 物 下 
全 部 被 标记 ， 在 此 反应 中 FITC 是 过 量 的 ， 过 量 而 未 结合 的 FITC 很 易 从 反应 产物 下 中 分 
离 完 全 ， 而 原点 附近 显示 出 6NHLDF 的 强 区 光亮 点 ， 用 生理 盐水 或 其 它 组 冲 液 即 很 易 洗 
Bio TRAM 6 位 进行 荧光 标记 ， 且 是 史 构 型 ， 连 接 上 的 荧光 物质 远离 孕 柄 的 
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活性 基 团 ， 因 而 标记 后 的 孕 酮 仍 保 待 原来 的 基本 痛 架 及 生物 活性 。 由 于 一 分 子 化 合 物 量 
是 与 一 分 子 的 FITC 反 应 ， 客 洗 脱 下 的 6NHPF 浓 度 则 可 以 用 已 知 深度 的 FITC 标准 溶液 
在 荧光 分 光 光 度 计 上 标定 。 








二 、 英 光 孕 尔 的 特异 性 及 孕 本 受 体 的 分 布 ， : » 


图 版 I 是 相 邻 切片 组 织 的 竞争 性 与 非 竞争 性 结合 
PR 的 比较 。 两 者 所 反应 的 6NHPL 浓 度 、 反 应 条 伯 、 
照相 时 间 等 均 是 一 致 的 。 结 果 发 现 无 论 是 用 6B- AM 
-S-LL- 半 胱 氨 酸 还 是 用 孕 醒 作 竞 争 PR 的 试剂 ， 它 位 
均 能 明显 地 竞争 抑制 6NIHIPT 与 PR 的 结合 ， 加 入 竞争 
试剂 的 标本 ， 其 受 点 所 呈现 的 荧光 强度 要 显著 地 低 于 
不 加 竞争 试剂 标本 的 受 点 荧光 强度 ， 这 说 明 荧 光 孕 本 
与 PR 是 特异 性 地 结合 的 。 

观察 受 体 在 鸡 输卵管 的 分 布 ， 无 论 是 给 予 葵 甲酸 
ROM 7 天 ， 还 是 第 二 次 给 药 结束 的 标本 ， 都 可 以 观 。 
SE BE HG BA RE ET Pe RE Ro ORR RM 
应 ， 并 且 所 产生 的 孕 激素 受 体 分 布 在 输卵管 的 上 皮 细 A LAM ne- kam 308-88 
BRA, HS RE AL A Je EH EARRA -S-L-F aA 
织 不 显示 与 SNHPF 的 阳性 反应 。 HE 染色 也 证 实 PR Bt 6NHPF 2. RARR AE 
是 分 布 在 上 皮 细 胞 核 内 。 
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PATE PB APT Re RIMM RRA ARIA ARPA BR 
SRR MR (ER) 的 研究 (DendlikerS$, 1977) , RIPRKRPRREATH 
化 探测 PR 很 少见 到 报道 。 尽 管 研究 表明 ， 对 于 研究 激素 靶 器 官 受 体 的 水 平 与 分 布 ， 荧 
光 组 化 要 比 放射 自 显影 简便 与 直观 得 多 。 就 标记 物 本 身 而 言 ， 保 持 其 天 然 构 形 是 十 分 重 
要 的 ， 特 别 是 对 于 具有 生物 活性 的 物质 更 是 如 些 〈Manz 等 ，1983) 。 这 就 要 求 菊 光标 
记 的 性 激素 有 较 完整 的 从 体 分 子 结 构 ， 并 使 接 上 的 荧光 基 团 小 且 远 离 活 性 基 团 ， 此 外 还 
让 于 是 对 离 体 组 织 进 行 研究 ， 故 应 尽 可 能 使 标记 物 亲 水 ， 以 利于 对 细胞 的 通 透 和 被 活体 
WMA, BPEL, PRAM RRA 6, Mie P RRS 
基 , LEERT RM TA, 此 外 它 又 是 水 溶性 极 好 的 小 分 子 , 故 使 ENHPEF 具 有 较 
高 的 灵敏 度 和 对 细 网 受 体 的 特异 性 结合 。 这 在 同样 是 用 二 种 不 同 荧 光 的 试剂 分 别 标记 内 
激素 及 孕 激 素 对 乳腺 癌 细 有 跑 激 素 受 体 间 时 进行 原 位 观察 的 研究 中 得 到 证 实 。Lect1980) 
和 janssens 等 (1985) 运用 的 是 1:-BSA-FITC 和 P-BSA-TMRTIC， 我 们 运用 的 是 4NLHIL， 
-Rho 和 6 有 PE CRAG, FRE). RARER 和 上 R 是 可 以 存在 于 靶 纲 胞 内 不 同 的 部 
位 ， 而 Janssens 和 Le 尽管 在 举人 和 体 上 加 了 和 牛 血 清白 蛋白 分 子 使 之 荧光 标记 物 成 为 水 溶 
性 ， 租 也 很 可 能 就 是 因为 有 大 于 内 体 分 子 200 余 倍 的 血清 白 蛋 白 大 分 子 物质 造成 的 空间 
结构 阻力 ， 区 碍 了 省 体 对 共 受 体 的 充分 接触 。 这 除了 不 能 观察 到 精细 的 细胞 内 结 台 外 ， 
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BE OR HR Ab BS He We EE SH eR PEEL AMT A. Jorma (1987) 
运用 抗 PR 的 多 克隆 抗体 免疫 组 化 方法 观察 了 鸡 输 卵 管 组 织 PR 的 分 布 ， 在 电镜 下 观察 到 
PR 存在 于 上 皮 细 胞 、 凰 体 和 基 质 细 殉 的 核 内 。 本 研究 用 荧光 组 化 方法 观察 到 PR 主要 分 
布 在 输 孵 管 的 上 皮 甸 胞 述 内 ， 而 方 平滑 肌 肌 纤维 未 发 现 有 PR 的 荧光 结合 点 ， 此 结果 与 
Gac (1986) 用 放射 自 显 影 方法 在 鸡 的 输卵管 现 察 到 的 结果 相似 。Gasc 等 (1984) 用 抗 
FR 的 多 克隆 抗体 对 鸡 输卵管 组 织 PR 的 分 布 进行 组 化 研究 时 在 电镜 下 还 观察 到 PR 还 有 
存在 于 平滑 肌纤维 的 现象 , 我 们 认为 , 这 可 能 与 作者 用 抗 RR 的 多 克隆 抗体 研究 PR 有 关 。 
因为 当 研 究 方 法 ,特别 是 所 用 试剂 的 理化 特性 不 一 样 时 , 有 可 能 产生 不 完全 一 致 的 结果 。 
应 该 说 用 荧光 孕 船 测定 PR 与 uasc 用 同位 素 标记 和 王 船 测定 PR 就 试剂 本 身 理化 特征 而 言 是 
较为 接近 的 ， 故 获得 的 结果 理应 较为 相 做 。 至 于 在 鸡 的 输卵管 靠近 浊 殖 腔 附 近 未 见 到 有 
孕 酮 受 体 ， 这 说 明 即 使 在 同一 激素 靶 器 官 , 其 受 体 可 以 存在 于 不 同 的 部 位 ,此 结果 从 另 一 
角度 证 实 , 我 们 人 台 成 的 一 种 新 的 、 亲 水 性 的 小 分 子 6NHPE 能 够 特异 性 结 台 孕 激 素 受 体 。 


图 版 1 说明 


2S Sie BS EF 2h MSE BB aS 4p a 
. 第 药 了 天 时 6NHPE 与 PR 的 结合 《 近 肌 时 部 位 ) 
. SAWS H AENHPE + H kt GNHPFSRIPRAD HS A 
. 切片 日 的 HH'EE 染 色 
| 第 二 次 给 药 结束 时 6NHPF 与 PR 的 结合 《管道 中 央 部 位 } 
与 也 相 埋 切片 的 法 一 与 6NHPE 对 PR 的 竞争 给 台 
.6NHPF 在 输卵管 近 湛 殖 腔 端 星团 性 反应 
. DA FMWH-ER A 
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A NEW FLUORESCENT PROGESTERONE 
CONJUGATE FOR DETECTION OF PROGESTERONE 
RECEPTORS iN THE CHICK OVIDUCT 


Ren Huimin Wang Bachua Qian Peihua Zhang Shengeng 


(Shenghat Institute of Physiology, Academia Sinica) 


§s (a-amino propioni acid)-fluorescein isothiocyanatc-progesterone conjugate 
(GNHPI) was prepared by the method of chemical synthesis and it was used 
for detection of progesterone receptors (PR) in the chick oviduct, The results 
have shown that PR cxist in the nuclei of luminal epithelium but neither in the 
smooth muscle and nor in the cxcretive and reproductive cavity, Furthmore, 
taking progesterone or intermediate compound of fluorescent progesterone con- 
jugate as PR competitors, the fluorescent progesterone conjugate was effectively 
competed in the neighbouring sections, Therefore, this new, hydrophious, small 
moleculer Íluorescent progeslerone conjugate was proved specifically combined 
with progesterone receptors, 

Key words; Fluorescent progestcrone conjugate, Fluorescent histochemistry, 


Progesterone receptors 
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任 惠 民 等 : 一 种 新 的 荧光 孕 酮 探测 鸡 输卵管 孕 酮 受 体 
Ren Huimin et al: A New Fluorescent Progesterone Conjugate for Detection of 
图 版 I Progesterone Receptors in the Chick Oviduct 








(图 版 说 明 见 正文 ) 


